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(g) 1 1-Arachidonat-Lipoxygenase-Mutante 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Herstellen einer pflanzlichen Lipoxygenase mit verander- 
ter Positionsspezifitat gegenuber Arachidonsaure und de- 
ren Verwendung zur Hydroperoxylierung von Arachidon- 
saure. Insbesondere eriaubt die erfindungsgemaBe LOX 
erstmalig das Herstellen von OlS, 14Z, 12E, 8Z, 5Z)-11- 
Hydroperoxy-14,12,8,5-eicosatetraensaure in groSem 
Malistab. Hierzu wird Arachidonsaure als Substrat mit 
den erfindungsgemaSen LOX unter geeigneten Bedin- 
gungen inkubiert. Die Hydroperoxylierung der Arachi- 
donsaure erfolgt dann, vorzugsweise an Position 11 mit 
Nebenprodukten, die an Position 8 bzw. Position 5 bzw. 
Position 11 und 8 und 5 hydroperoxyliert sind. 
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VERTRAG UB^iblE INTERNATIONALE ZUSlll9lM EN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



REC D 2 4 OCT 2001 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUF |UN6SBERI0HT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzelchen des Anmelders Oder Anwalts 
PCT1 200-031 


siehe MItteilung uber die Obersendung des internatlonalen 
WEITERES VORGEHEN voriauflgen PrOfungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/06539 


Internationales Ar\me\6e(iaXum (Tag/Monat/Jahr) 
10/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/MonatTTag) 

08/07/1 999 



Internationale Patentklassiflkation (IPK) Oder nationale Klassifikatlon und IPK 
CI 2N 15/53 



Anmelder 

INSTITUT FUR PFLANZENBIOCHEMIE - IPB et a! 



1 . DIeser Internationale vorlauflge Prufungsbericht wurde von der mit der internatlonalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behdrde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 iibermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bel; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, AnsprQchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 2 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Qutachtens uber Neuheit. erfinderische TStigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit. der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datunrt der Einreichung des Antrags 



08/02/2001 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



22.10.2001 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Friedrich, C 

Tel. Nr. +49 89 2399 7721 




Formblatt PCT/lPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06539 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinslchtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Ariikel 14 hin vorgelegt warden, gelten Im Rahmen dieses Berichts ais "ursprungiich 
eingereicht" and sind ifim nicht beigefugt, weii sie f<eine Anderungen enthaiten (Regein 70. 16 and 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 1 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-11 eingegangen am 02/1 0/2001 mit Schreiben vom 02/1 0/2001 

Zetchnungen, Blatter: 

1/3-3/3 ursprungliche Fassung 

Sequenzprotokoll in der Beschreibung, Seiten: 

1 , in der ursprungiich eingereichten Fassung. 

2. Hinsichtlich der Sprache: Alia vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht. sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

IS in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

S zusammen mIt der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 1) (Juli 1998) 
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Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06539 



Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die sofche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzllche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststeliung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststeliung 

1. Feststeliung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 2 

Nein: Anspruche 1,3-11 

Gewerbllche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 -1 1 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
slehe Beiblatt 



Vlli. Bestlmmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen Oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Es wird auf die folgende Dokumente verwiesen: 

D1 : HORNUNG E ET AL., 1999: Conversion of cucumber iinoleate 13-lipoxygenase 
to a 9-lipoxygenating species by site-directed mutagenesis. PNAS 96:4192-4197. 

D2: FEUSSNER I ET AL., 1998: Lipoxygenase catalyzed oxygenation of lipids. FETT, 
100:146-152. 



Einleltung 

Die vorliegende Anmeldung bezieht sich auf eine durch Aminosaureaustausch 
modifizierte pflanzliche Lipoxygenase (LOX) mit erhohter Spezlfitat fur 1 1- 
Arachidohsaure, deren rekomblnante Herstellung und transgene Pflanzen fiir besagte 
mutierte LOX (Anspriiche 1-8). AuBerdem warden die VenA^endung der LOX zur 
Herstellung von 1 1-Perhydroxy-Arachidonsaure bzw. dem reduzierten 11- 
Hydroxyderivat und die Arachidonsaurederivate selbst beansprucht (Anspriiche 9-11). 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erkiarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Neuheit, Art.33(1 ) und (2), PCT 

Der Gegenstand der Anspruche 1-1 1 erscheint gemaB Art.33(2), PCT neu. 

2. Erfinderische Tatigkeit, Art.33(1) und (3), PCT 

2.1 . Der Gegenstand des vorliegenden Antrags betrifft ein Verfahren zur Erhohung der 
Spezlfitat einer pflanzlichen LOX fur 1 1-Arachidonsaure, gekennzeichnet durch den 
Austausch mindestens einer Aminosaure an der Position 576 (Anspruch 1). Anspruch 2 
betrifft das Einsetzen von Phe an Position 576. 

2.2. Da im Stand der Technik bisher keine Verfahren zur Erhohung der Spezlfitat einer 
pflanzlichen LOX fiir 1 1-Arachidonsaure beschrieben sind, erscheint das Technische 
Problem die Bereltstellung eines solchen Verfahrens und der nachste Stand der 
Technik die Umwandlung von Arachidonsaure durch pflanzliche wlldtyp LOX (slehe z.B. 



Fonnblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/06539 
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D2, Paragraph 5). Da im gegenwartigen Antrag nicht gezeigt wird, daB jeder beliebige 
Aminosaureaustausch an der Position 576 der LOX aus Kartoffelknollen oder an 
korrespondierender Stelle in LOX von anderen Pflanzenarten die Spezifitat fur 1 1- 
Arachidonsaure erhoht, stellt das inn Anspruch 1 charakterisierte Verfahren keine 
Losung des angegebenen technischen Problems dar. Folglich erscheint der Anspruch 
1 gemaB Art.33 (3) nicht erfinderisch. Es sei dazu z.B. auf die Mutanten H608V und 
H608M in derTabelle 2 in D1 hingewiesen, die unterschiedliche Spezifitaten aufweisen. 

2.3. Das Einsetzen von Phe an Position 576 gemaB Anspruch 2 in der pflanzlichen 
LOX Sequenz 73865 stellt laut Beschreibung ein funktionierendes Verfahren zur 
Erhohung der Spezifitat fur 11-Arachidonsaure dar. Der Gegenstand von Anspruch 2 
erscheint deshalb gemaB Art.33 (3) erfinderisch, sofern er sich auf LOX aus 
Kartoffelknollen mit der Sequenz 73865 bezieht (siehe auch Punkt VIII). 

2.4. Der abhangige Anspruch 3 scheint keine zusatzlichen Merkmale zu enthalten, die 
in Kombination mit den Merkmalen des Anspruchs 1, auf den er u.a. ruckbezogen ist, 
zu einem auf erfinderischer Tatigkeit gemaB Art.33 (3) beruhenden Gegenstand fuhren 
konnte. 

2.5. Die Anspriiche 4-10 beziehen sich auf Verfahrensprodukte des Gegenstands der 
Anspruche 1-3 und deren Anwendung. Nur wenn der Gegenstand der Anspruche 1 und 
3 als erfinderisch erachtet werden kann, erscheint auch der Gegenstand der Anspruche 
4-10 gemaB Art.33 (2) erfinderisch. 

3. Industrielle Anwendbarkeit, Art.33 (1) und (4), PCT 

Der Gegenstand der Anspruche 1-1 1 erscheint gemaB Art.33 (4), PCT industriell 

anwendbar. 

Zu Punkt VIII 

Bestimmte Bemerkungen zur Internationalen Anmeldung 

Klarheit der Anspruche und deren Stutzung durch die Beschreibung, Art.6, PCT 

1 . Anspruch 1 entspricht nicht den Erfordernissen des Artikels 6 PCT, da der 
Gegenstand des Schutzbegehrens aus folgendem Grund nicht klar ist. Die 
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Beschreibung weist nur die nnutierte Sequenz 73865 (V576F) als eine Losung fiir die 
Aufgabe der Bereitstellung einer LOX mit erhohter Spezifitat fiir Position 1 1 von 
Arachidonsaure auf. Es ist jedoch nicht ersichtlich, ob das Einsetzen beliebiger 
Aminosauren an Position 576 oder an korrespondierenden Positionen in anderen 
pflanzlichen LOX den gleichen Effekt hat. Es wird durch die Anmeldung in der 
eingereichten Fassung also nicht klar, ob die Lehre auf den in Anspruch 1 
beanspruchten Bereich ausgedehnt werden kann (siehe Richtlinlen, C-lll, 6.3). Zur 
Beseitigung dieses l\/langels erscheint es erforderlich, die fur die Erzielung des o.g. 
Ergebnisses notwendigen technischen Merkmale (Ersetzung von Val durch Phe) in den 
Anspruch 1 aufzunehmen und diesen auf die durch die Beschreibung gestiitzten 
Merkmale (Sequenz 73865) zu beschranken. 

2. Es gibt fur die Vertragsstaaten des PCT keine einheitliche Bestimmung bezuglich 
der Kennzeichnung von Erzeugnissen durch ein Verfahren. Der Anmelder wird darauf 
hingewiesen, daB im Rahnnen des EPU solche Anspruche nur dann zulassig sind, 
wenn das Erzeugnis selbst neu und erfindersich ist und das Erzeugnis nicht durch 
andere technische Merknr»ale (im vorliegenden Falle z.B. durch Phe an Position 576 der 
Sequenz 73865) ausreichend definiert werden kann. Fiir die in Anspruch 4 
beanspruchte LOX scheint dies nicht zuzutreffen. 

-/- 
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1 , Verfahren zum Erhohen der Spezifitat einer pflanzlichen Lipoxygenase fOr 
Position 1 1 von Arachidonsaure. umfassend den Schritt: 

- Austauschen mindestens einer AminosSure in einer Wildtyp-Lipoxygenase, 
dadurch gekennzeichet, dass der Austausch an Position 576 der Lipoxygenase 
aus Kartoffelknollen Oder einer korrespondierenden Position in einer 
Lipoxygenase aus einer anderen Pflanzenart erfolgL 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der Austausch an 
Position 576 zum Vorliegen eines Phe-Restes in der Mutante fuhrt. 



3. Verfahren nach einem der Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet, dass der 
AminosSureaustausch durch gerichtete Mutagenese herl^elgefuhrt wird. 

4. Lipoxygenase, erhaltlich durch ein Vefahren nach einem der Anspruche 1-3, 

5. NukleinsSure, die fur eine Lipoxygenase nach Anspruch 4 kodiert. 

6. Vektor, enthaltend eine NukleinsSure nach Anspruch 5. 

7. Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 5 und/oder einen Vektor nach 
Anspruch 6. 

8. Pflanze oder Pflanzenteil, umfassend eine Wirtszelle nach Anspruch 7. 

9. Verfahren zum Herstellen von 1 1 -Perhydroxy-Arachidonsaure bzw. dem 
reduzierten 1 1 -Hydroxyderivat, umfassend den Schritt 

- Umsetzen von Arachidonsaure mit einer Lipoxygenase nach Anspruch 6 und 
gegebenenfalls Reduzieren der erhaltenen Perhydroxyverbindung zur 
Hydroxyverbindung. 



GEAENDERTES BLATT 



02-1,0-2001 ^ EP0006539 

10. Verwendung einer Lipoxygenase nach Anspruch 4 zum Herstellen von 1 1- 
Perhydroxy-Arachidonsaure und/oder 1 1-Hydroxy-Arachidonsaure. 

1 1 . Arachidonsaurederivat, enthaltend eine Hydroxygaippe an Position 1 1 . 
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1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



^ sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 

Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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I. Basis of the report 



I . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ I the international application as originally filed. 

the description, pages » as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of — 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-11 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



02 October 2001 (02.10.200n 



the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/3-3/3 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-11 



1, 3-11 



1-11 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents; 



Dl: HORNUNG E ET AL., 1999: Conversion of cucumber 
linoleate 13-lipoxygenase to a 9-lipoxygenating 
species by site-directed mutagenesis. PNAS 
96:4192-4197, 

D2: FEUSSNER I ET AL . , 1998: Lipoxygenase catalyzed 
oxygenation of lipids. FETT, 100:146-152. 



In'broduc'bloii 

The present application pertains to a plant lipoxygenase 
(LOX) modified by amino acid substitution having an 
increased specificity for 11-arachidonic acid, its 
recombinant production and transgenic plants for said 
mutated LOX (Claims 1-8) . Furthermore, the use of the LOX 
itself to produce 11-perhydroxy-arachidonic acid and the 
reduced 11-hydroxy derivative, as well as the arachidonic 
acid derivatives, are claimed (Claims 9-11) . 

1. Novelty PCT Article 33(1) and (2) 

The subject matter of Claims 1-11 appears to be novel (PCT 
Article 33 (2) ) . 



2. Inventive step (PCT Article 33(1) and (3) 
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2. 



Inventive step (PCT Article 33(1) and (3) 



2.1 The subject matter of the present request pertains 
to a method to increase the specificity of a plant LOX for 
11-arachidonic acid, characterized by the substitution of 

at least one amino acid of position 576 (Claim 1) . Claim 2 
pertains to inserting Phe into position 576. 

2.2 Since the prior art has not heretofore described 
methods for increasing the specificity of a plant LOX for 
11-arachidonic acid, the technical problem addressed 
appears to be providing such a method and the closest 
prior art to be the transformation of arachidonic acid by 
plant wild-type LOX (see D2, paragraph 5, for example) . 
Since the present request does not demonstrate that each 
amino acid substitution whatsoever in position 576 of the 
LOX from potato tubers or in a corresponding position of 
the LOX of other plant species increased the specificity 
for 11-arachidonic acid, the method characterized in Claim 
1 does not represent a solution to the specified technical 
problem. Accordingly, Claim 1 does not appear to be 
inventive (PCT Article 33(3)). It should also be noted 
that the mutants H608V and H608M in Table 2 of Dl have 
different specificities . 

2.3 The inserting of Phe into position 576, according to 
Claim 2, in the plant LOX sequence 738 65 represents 
according to the description a functioning method to 
increase the specificity for 11-arachidonic acid. 
Therefore, the subject matter of Claim 2 appears inventive 
(PCT Article 33(3)) insofar as it pertains to LOX from 
potato tubers having the sequence 73865 (see also Box 
VIII) . 

2 . 4 Dependent Claim 3 appears to contain no additional 
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features which, combined with the features of Claim 1, to 
which it refers, could lead to subject matter involving an 
inventive step (PCT Article 33(3)). 

2.5 Claims 4-10 pertain to method products of the 
subject matter of Claims 1-3 and their use. Only if the 
subject matter of Claims 1 and 3 could be regarded as 
inventive would the subject matter of Claims 4-10 likewise 
appear inventive (PCT Article 33(3)). 

3 . Indus-brlal applxcabxli'ty 

The subject matter of Claims 1-11 appears to be 
industrially applicable (PCT Article 33(4)). 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



^^[lationat application No. 
PCT/EP 00/06539 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: VIII Certain observations on the international application 

Clarity of the claims and their support by the 
description (PCT Article 6) 

1. Claim 1 does not meet the requirements of PCT 
Article 6 since the subject matter for which protection 
is sought is not clear for the following reason. The 
description has only the mutated sequence 73865 (V576F) 
as a solution to the problem addressed of providing a LOX 
having an increased specificity for position 11 of 
arachidonic acid. However, it is not evident whether the 
insertion of any amino acid into position 57 6 or into 
corresponding positions in other plant LOXs has the same 
effect. Thus, the submitted version of the application 
does not make clear whether the teaching can be extended 
to the scope claimed in Claim 1 (see PCT Guidelines, 
Chapter III-6.3). To remedy this defect, it appears 
essential to include the technical features necessary for 
attaining the above-mentioned result (replacing Val with 
Phe) in Claim 1 and to limit these to the features 
supported by the description (sequence 73865) . 

2. In the PCT Contracting States, there is no uniform 
prescription concerning to the characterization of 
products by means of a method. The applicant should note 
that under the European Patent Convention such claims are 
only admissible if the product itself is novel and 
inventive and the product cannot be sufficiently defined 
by other technical features (in the present case by Phe 
in position 576 of sequence 73865, for example) . This 
does not appear to apply to the LOX claimed in Claim 4 . 
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UF DEM GEBIET DES PATENT 



WESE 



MENARBEIT 
ENS 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 

PCT1200-031 



WEITERES 

VORGEHEN 



slehe MItteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkt 5 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 00/06539 



tnternationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

10/07/2000 



(Fruhestes) PriorltStsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

08/07/1999 



Anmelder 



INSTITUT FUR PFLANZENBIOCHEMIE - IPB 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen RecherchenbehOrde erslellt und wird dem Anmelder gemSB 
Artikel 18 ubermittelt. EIne Kopie wird dem Internationalen Biiro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaRt insgesamt _5 Blatter. 

pr| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bel. 



2 
3 



Gnindlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefOhrt worden, In der sie eingerelcht wurde, sofern unter diesem Punkt ntchts anderes angegeben Ist. 

□ 



Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bel der BehGrde eingerelchten Ubersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

Hinsichtlich der In der Internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz Ist die Internationale 
Recherche auf der Gmndlage des Sequenzprotokolls durchgefOhrt worden, das 
In der intemationalen Anmeldung In Schrlfllcher Form enthalten Ist. 

zusammen mltder Internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingerelcht worden Ist. 
be! der BehSrde nachtraglich in schriftlicher Form eingerelcht worden ist. 
bei der Beh6rde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden Ist. 

Die Erkiarung, da3 das nachtrSglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht iiber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erkiarung, daB die In computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schrlftlichen Sequenzprotokoll entsprechen. 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 

□ 



Bestimmte AnsprQche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (slehe Feld I). 
I I Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (slehe Feld II). 



4 Hr>a«:ntlich der Bezelchnung der Erfindung 

pr] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmlgt. 
( I wurde der Wortlaut von der BehOrde wie folgt festgesetzt: 



Hin$ichttk:h der Zusammenfassung 

rzr\ wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

^ wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der BehGrde festgesetzt. Der 
I I Anmelder kann der Beh6rde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 
Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verfiffentllchen: Abb. Nr 

I I wIe vom Anmelder vorgeschlagen H kelnederAbb. 

I I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 

I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES ^ 

IPK 7 C12N15/53 C12N9/Q2 C12P7/64 
C07C409/04 



C07C69/732 C07C59/42 



Nach der Intemationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassmkation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klasslfikattonssymbole ) 

IPK 7 C12N C12P C07C 



Recherchieite aber nicht zum MindestprOfstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronlsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. venwendete Suchbegrlffe) 

BIOSIS, WPI Data, CHEM ABS Data, EPO-Internal 



C. ALS WESENTLtCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie° Bezeichnung der Verdffentlichung. soweit erfordertlch unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



!r. Anspmch Nr. 



MULLIEZ E ET AL: "5 LIPOXYGENASE FROM 

POTATO TUBERS IMPROVED PURIFICATION AND 

PHYSICOCHEMICAL CHARACTERISTICS" 

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, 

Bd. 916, Nr. 1, 1987, Seiten 13-23, 

XP000990244 

ISSN: 0006-3002 

das ganze Dokument 

-/-- 



6,11-13 



HI 



Weltere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld G zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorlen von angegebenen Veroffentlichungen 

■A' Veroffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik deflniert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E' alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem lntematk>nalen 
Annnekledatum verdffentlfcht worden Ist 

■L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schelnen zu lassen, oder durch die das Veroffentllchungsdatum etner 
anderen im Recherchenberichl genannten Veroffentltehung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wie 
ausgefuhrt) 

■O' Veroffentlichung. die sich auf eine mundllche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezleht 

"P* Verdffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach 
(tern beanspmchten Prioritatsdatum veroffentlicht v/orden ist 



■T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegelien ist 
'X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 
' Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentfichung mit eineroder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbtndung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
' Veroffentlichung. die Mitglted derseiben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



15. Marz 2001 



Absendedatum des intematkmalen Recherchenberichts 



29/03/2001 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Naddox, A 
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C.(Foitsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie"* I Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



REDDY G RAMAKRISHNA ET AL: 



6,11-13 



X 



X 



X 



X 



"11-Hydroperoxyeicosatetraenoic acid 1s 
the major di oxygenation production of 
lipoxygenase isolated from hairy root 
cultures of Solanum tuberosum." 
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

Bd. 189, Nr. 3, 1992, Seiten 1349-1352, 
XP002162902 
ISSN: 0006-291X 
das ganze Dokument 

REDDY C C ET AL: "MECHANISM OF FORMATION 6,11-13 

OF LEUKOTRIENES AND LIPOXINS FROM 

ARACHIDONIC ACID CATALYZED BY HOMOGENOUS 

LIPOXYGENASE FROM POTATO TUBERS" 

ADVANCES IN PROSTAGLANDIN THROMBOXANE AND 

LEUKOTRIENE RESEARCH, 

1989, Seiten 132-136, XP000990260 
ISSN: 0732-8141 
das ganze Dokument 

VAN ZADELHOFF GUUS ET AL: "With 6,11-13 
anandamide as substrate plant 
5-1 ipoxygenases behave like 
ll-11poxygenases. " 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, 

Bd. 248, Nr. 1, 9. Juli 1998 (1998-07-09), 
Seiten 33-38, XP002162903 
ISSN: 0006-291X 
das ganze Dokument 

DI MARZO VINCENZO ET AL: "Biosynthesis, 6,11-13 
structure and biological activity of 
hydroxyeicosatetraenoic acids in Hydra 
vulgaris." 

BIOCHEMICAL JOURNAL, 
Bd. 295, Nr. 1, 1993, Seiten 23-29, 
XP000990275 
ISSN: 0264-6021 
Tabelle 1 

DI MARZO VINCENZO ET AL: 6,11-13 

"Polyunsaturated-fatty-acid oxidation in 

Hydra: Regioselecti vity, 

substrate-dependent enantioselecti vity and 

possible biological role." 

BIOCHEMICAL JOURNAL, 

Bd. 300, Nr. 2, 1994, Seiten 501-507, 

XP000990271 

ISSN: 0264-6021 

das ganze Dokument 
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LEITZ THOMAS ET AL: "Enantiospedf 1c 


6,11-13 




synthesis of bioacti've 






hydroxyeicosatetraenoic acids (HETEs) in 






Hydra magnipapillata. " 






BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, 






Bd. 1213, Nr. 2, 1994, Seiten 215-223, 






XP000990267 






ISSN: 0006-3002 






das ganze Dokument 
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HAWKINS D J ET AL: "RESOLUTION OF 


6,11-13 




ENANTIOMERS OF HYDROXYEICOSATETRAENOATE 






DERIVATIVES BY CHIRAL PHASE HIGH-PRESSURE 
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1. With regard to the elements of the international application: 
I I the international application as originally filed 

C>\| the description: 

pages 

pages 

pages 



1-17 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 
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the claims: 

pages 

pages 

pages 
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^ , filed with the letter of 
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pages 
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pages 

pages 

pages 
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I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
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With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 
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beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 



* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
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"* Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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makes reference 


to the following 





V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



document (D) : 

Dl: WO-A-99/18147 



II The subjects of Claims 1-9 and 15 are not novel 
over the citation Dl . That document discloses hot-melt 
adhesives ("HMPSA") in pellet form with a substantially 
complete outer layer consisting of a ''palletizing aid". As 
a result, the pellets are still free-flowing at a 
temperature of 38 'C, preferably 49 'C, after 2 weeks, 
which implies that the pelletizing aid is not tacky up to 
at least 45 'C. The pellets have a diameter of 3 to 10 mm. 
The pelletizing aid can be a component of the HMPSA, for 
example a tackifier with a melting point less than 160 *C, 
preferably less than 120 'C, but can also be a substance 
compatible with the HMPSA which does not adversely affect 
the properties of the HMPSA, for example a thermoplastic 
composition. Suitable polymers include polyurethanes , 
acrylates, vinyl resins and natural rubber. The 
pelletizing aid content can be 1 to 50 wt.%, preferably 3 
to 10 wt.%. The pellets can be produced by a method 
according to the present Claim 9. In particular, Dl 
discloses underwater pelletization in a cooled water or 
liquid bath and spraying of the pellets with molten 
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palletizing aid or palletizing aid dispersed in water. 
Storage at room temperature is implicitly disclosed, 
because this is identical with the conventional 
conservation of the coated pellets* See Dl, Claims 1, 2, 
6, 1, 9, 10, 15 and 20, page 1, lines 12-25, page 9, 
lines 14-16, page 10, lines 5-11, page 11, line 4 to 
page 12, line 4, page 13, lines 4 - 31, page 16, line 13 to 
page 17, line 16. Dl is therefore prejudicial to novelty 
for the subjects of Claims 1-9 and 15. 

Ill The subjects of Claims 10 - 14 do not involve an 
inventive step in relation to Dl in combination with the 
specialized knowledge of a person skilled in the art. A 
person skilled in the art will naturally dry the freshly 
pelletized particles before they are coated, because 
otherwise the adhering water or coolant would adversely 
affect the contact with the sprayed-on pelletizing aid. He 
will also carry out the coating before the cooled particles 
become tacky again. Claims 12 and 13 describe a method in 
standard commercial machines for coating particles; see 
also the present description. 
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= (54) Title: 11 -ARACHIDONATE-LIPOXYGENASE MUTANTS 

(54) Bezeichnung: 1 l-ARACHIDONAT-LIPOXYGENASE-MUTANTE 

^ (57) Abstract: The invention relates to a method for producing a plant lipoxygenase with modified positional specificity toward 
^ arachidonic acid and to its utilization for hydroperoxydation of arachidonic acid. The inventive LOX makes it possible to produce 
^ for the first lime (11S,14Z,12E,8Z,5Z)-1 l-hydroperoxy- 14, 12,8,5- eicosatetraenic acids at a large scale. To this end, arachidonic 
^ acid is incubated as substrate with the inventive LOX under appropriate conditions. Hydroperoxydation of the arachidonic acid is 
fS| then effected, preferably in position U, with secondary products which are hydroperoxylated in position 8 or position 5 or position 
1 1 and 8 and 5. 



^ (57) Zusammenfassung: Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen einer pflanzlichen Lipoxygenase mit ver- 
^ anderter Positionsspezifitat gegenuber Arachidonsaure und deren Verwendung zur Hydroperoxylierung von Arachidonsaure. Ins- 
besondere erlaubt die erfindungsgemasse LOX ersimalig das Herstellen von (1 1S,14Z,12E,8Z.5Z)-1 l.Hydioperoxy-14,12,8,5-eico- 
Q satetraensaure in grossem Massstah. Hierzu wird Arachidonsaure ais Substrat mit den erfindungsgemassen LOX unter geeigneten 
^ Bedingungen inkubieit Die Hydroperoxyliening der Arachidonsaure erfolgt dann, vorzugsweise an Position 1 1 mit Nebenproduk- 
^ ten, die an Position 8 bzw. Position 5 bzw. Position 1 1 und 8 und 5 hydroperoxyliat sind. 
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Die vortiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer pflanzlichen Li- 
poxygenase mit veranderter Posittonsspezifitat sowie die durch das Verfahren erhal- 
tene Lipoxygenase und deren Venvendung zur Hydroperoxylierung von Arachidon- 
sSure an Kohlenstoffatom 11. 

Lipoxygenasen (LOXs, Linolensaure: Sauerstoff-Oxidoreduktase; EC.1. 13.1 1.12; 
LOXs) sind im Pflanzen- und Tierreich weit verbreitet (Siedow. J.N. (1991) Ann. Rev. 
Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42, 145-188; Yamamoto, S. (1992) Biochim. Biophys. 
Acta 1128, 117-131). Diese Enzyme stellen eine Familie aus eisenhaltigen Dioxyge- 
nasen dar, die eine bereichs- (oder positions-) und stereoselektive Oxygenieaing von 
Polyenfettsauren zu Hydroperoxyderivaten katalysieren (Rosahl, S. (1995) Z. Natur- 
forsch. 51c, 123-138). In Saugem werden LOXs nach Ihrer Spezifitat fur bestimmte 
Positionen be) der Arachidonsaureoxygenierung klassifiziert (Yamamoto, S. (1992) 
Biochim. Biophys. Acta 1128, 117-131; Schewe, T,. Rapaport. S.M. & Kuhn, H. 
(1986) Adv. EnzymoL MoK Bio! 58, 191-272). So wurden hier bisher 15-, 12-, 8- und 
5-LOXs isoliert und charakterisiert. LOXs, die die Insertion von Sauerstoff an den 
Positionen 9- bzw. 11 am Kohlenstoffgerust von Arachidonsaure inserieren. sind noch 
nicht bekannt (Yamamoto, S. (1992) Biochim. Biophys. Acta 1128, 117-131). Da Ara- 
chidonsSure in hoheren Pfianzen nicht vorkommt oder nur in geringen Mengen als 
Bestandteil von Speicheriipiden. werden LOXs aus Pfianzen als 9- und 13-LOXs 
klassifiziert. Diese Nomenklatur leitet sich von der Position ab, an der in Linolsaure 
(LA) die Oxygenierung erfolgt (Gardner, H.W. (1991) Biochim. Biophys. Acta 1084, 
221-239). In jungster Zeit ist eine umfangreichere Klassifizierung pflanzlicher LOXs 
auf der Grundlage eines Vergieichs der Primarstmkturen vorgeschlagen worden 
(Shibata, D. & Axelrod, B. (1995) J. Lipid Mediators Cell Signal, 12, 213-228). Die 
Spezifitat einer LOX fur eine bestimmte Position ist das Ergebnis zweier katalytischer 
Teilreaktionen: 
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(i) 

der bereichs- und stereospezifischen Entfemung von Wasserstoff, wobei bei Fettsau- 
ren, die mehrere Doppetbindungen enthalten (wie Linolensaure, Arachidonsaure Oder 
Eikosapentaensaure)« die WasserstofFentfemung an verschiedenen Positioneh erfol- 
geri kann; 



(II) 

der bereichs- und sterospezifischen Sauerstoff-lnsertion (wobei der Sauerstoff an 
verschiedenen Positionen (der +2 oder -2 Position) eingefugt werden kann (Vergleich 
Figur 1 ). Somit kann eine FettsSure mit 3 doppelallylischen Methylenen, wie Arachi- 
donsaure, von einer LOX zu 6 regioisomeren Hydroperoxyderivaten (HPETEs) oxy- 
geniert werden, namlich zu 15- und 1 1-HPETE (diese stammen aus der Entfemung 
von Wasserstoff an Position C-13), 12- und 8-HPETE (diese stammen aus der Was- 
serstdffentfemung an Position C-10) und 9- und 5-HPETE (diese stammen aus der 
Wasserstoffentfemung an Position C-7). Experimente mit 12- und 15-LOX aus Sau- 
gem zeigten, daB die Position der Wassierstoffentfemung verandert werden kann, 
wenn kritische AminosSuren durch gerichtete Mutageriese verSndert werden 
(Bomgraber, S., Kuban. R. J.. Anton, M. & Kuhn. H. (1996) J. Mol. Biol. 264, 1145- 
1153; Sloane, D.L, Leung. R., Craik, C. S. & Sigal, E (1991) Nature 354, 149-152). 
Versuche zum Andem der LOX-Reaktivitat von einer +2 nach -2-Umlagerung oder 
umgekehrt (z. B. Umwandein einer Linoleat-13-LOX zu einer 9-LOXs) mit Hilfe gerich- 
teter Mutagenese waren kurzlich erfolgreich (Homung, E., Walther, M.. Kuhn, H. & 
Feussner, I. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96. 4192-4197). 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem zugrunde, ein Verfahren an- 
zugeben, mit der eine LOX mit gewunschter C-1 1 Positionsspezifitat bei Arachidon- 
saure bereitgestellt werden konnte. 



Dieses Problem wird erfindungsgemafi gelost durch ein Verfahren, bei dem minde- 
stens eine Aminosaure in einer Wildtyp-LOX. vorzugsweise aus der Kartoffelknolle 
ausgetauscht wird. 

Figur 1 zeigt die Spezifitat einer LOX-Reaktion mit Substraten. die zwei allylische 
Methylene enthalten. 



) 
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Figur 2 zeigt die HPLC-Analyse von Hydroxyfettsauren. die mit Hilfe der Wildtyp-LOX 
aus Kartoffelknollen und der V576F-Mutante aus Arachidonsaure nach Reduktion der 
HydroperoxyfettsSuren mit Natriumborhydrid erhalten werden. 

Figur 3 zeigt die Sequenz der Wildtyp-LOX aus Kartoffelknollen. Die mutageniserte 
AminosMureposition ist unterstrichen. Die verwendeten Primer 1 und 2 sind ebenfalls 
gezeigt. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt der Austausch der Aminosauren im 
Bereich der Aminosaureposition 570 bis 581 der LOX aus Kartoffelknollen. Die oben 
angegebenen Aminosaurepositionen beziehen sich auf die Sequenz unter der 2u- 
gangsnummer S73865 in der EMBL-Datenbank bzw. der Sequenz gemali Figur 3. 
Die zu den Aminosaurepositionen 593 bis 602 der Lipoxygenase aus Cucumis sativus 
kon^espondierenden Posltionen in LOXs aus anderen Pflanzenarten kSnnen durch 
Sequenzvergleiche zwischen der Sequenz Xg2890 und den weiteren Proteinsequen- 
zen wie aus Sojabohnen, Kartoffel, Arabidopsis. Tabak Oder Gerste leicht ermittelt 
werden. Die folgende Tabelle 1 zeigt das Ergebnis eines Aminosaurevergleichs zwi- 
schen dem aus Gurken stammenden Enzym und den korrespondierenden Posltionen 
in den Enzymen aus anderen Pflanzen. Die erste Gruppe {15-LOX) zeigt einen Ver- 
gieich zwischen LOXs, die an Position 1 5 eine Hydroperoxy-Gruppe in ein Molekul 
Arachidonsaure einfuhren, wahrend die zweite Gruppe (5-LOX) einen Vergleich zwi- 
schen Sequenzen zeigt. die an Position 5 einen Hydroperoxy-Rest einfuhren. 
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Tabelle 1 

Vergleich der Aminosaurereste, die an der Spezifitat einer pflanzlichen LOX fiir 
eine bestimmte Position (15 bzw. 5) beteiligt Sirid. 



ENZYIME 
Rest 



Zugangs-Nr. Position d. AS 
AS-Restes 



15-LOX 



Gurke-Lipid-KSrper LOX 
LOX-1 aus Sojabohnensamen 
L0X-H1 aus Kartoffein 
LOX-2 aus Arabidopsis 



X92890 
P08170 
X96405 
P38418 



596/597 
556/557 
614/615 
611/612 



Thr/His 
Thr/Phe 
Ser/Phe 
Cys/Phe 



S-LOX 



LOX aus Kartoffel S73865 575/576 ThrA/al 

Elidtor-induzierte LOX aus Tabak X84040 580/581 Thr/Val 
LOX-Aaus Gerstenkom L35931 574/575 Thr/Val 



Das Sequenzmotiv bei Position 570 bis 581 lautet GVLESTVFPSK (Sequenz gemSB 
S73865). 



Bei einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt der Austausch an Position 
576 der Sequenz S73865. An Position 576 befindet sich inn Wildtyp ein Val-Rest. Hier 
wird der Rest an Position 576 durch einen Plie-Rest ersetzt. Dabei fuhrt der Aus- 
tausch in dem Bereich der AminosSureposition 570 bis 581 dazu. dad die 5-LOX aus 
der Kartoffelknolle in eine Arachidonsaure 11 -LOX umgewandelt wird. Im folgenden 
wird diese Mutante auch ais V576F bezeichnet. Die Wildtypsequenz 1st als Figur 3 
gezeigt Die Position 576 1st markiert. 



Vorzugsweise erfolgt der Austausch der Anrjinosauren in dem Wildtyp mit Hilfe der 
gerichteten Mutagenese, wie sie im Stand der Technik hinlanglich bekannt ist. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin LOX-Mutanten, die nach den oben be- 
' schriebenen Verfahren erhaltllch sind. Die erfindungsgemalien LOXs lessen sich mit 

Hilfe der aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren. wie der geriditeten Muta- 
genese, und der anschlielienden Proteinexpression herstellen. Dabei gelten als erfin- 
dungsgemali insbesondere die Mutanten. die nach Inkubation mit Arachidonsaure zu 
; mindestens 40 %, vorzugsweise 50 % das an Position 11 perhydroxylierte Derivat 
liefem. 
- * . . 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer Nukleinsauren, die fur die erfindungsgema- 
(ien LOXs kodieren. Ausgehend von den im Stand der Technik verfugbaren Wiidtyp- 
sequenzen, lessen sich die erTindungsgemaden Sequenzen durch gerichtete Muta- 
genese herstellen. 

Femer betrifft die voriiegende Erfindung Vektoren. in die die erfindungsgemSBen Nu- 
kleinsauren zum Zwecke der Klonierung und Expression eingebracht werden. Ent- 
sprechende Klonierungs- und Expressionsvektoren sind dem Fachmann aus dem 
Stand der Technik hinlanglich bekannt (vgl. Maniatis et al. Molecular Cloning. A Labo- 
ratory Manual (1989), Cold Spring Hator Laboratory Press). 

Die voriiegende Erfindung betrifft femer eine Zelle, in die die erfindungsgemaBe Nu- 
kleinsaure oder der erfindungsgemalie Vektor eingebracht werden. Nach Einbringen 
der NukleinsSure bzw. des Vektors ist die Zelle dann in der Lage, eine LOX erstmaiig 
Oder in verstarictem Made zu exprimieren. Auf diese Weise kann das Fettsauremuster 
einer Zelle gezielt verandert werden mit dem Ergebnis, daB der PhSnotyp der Zelle in 
verschiedener Hinsicht verandert werden kann. Hierzu zahit u. a. eine andere Zu- 
sammensetzung der Zellmembran. 

SchlieBlich konnen durch in vitro -Kultivierungsverfahren aus den o. g. Zellen neue 
Pflanzen bzw. Pflanzenteiie regeneriert werden, Zum Herstellen solcher transgener 
I Pflanzen kann beispielsweise das bekannte Transformationssystem auf der Basis 

I von Agrobakterien und Ti-Plasmid-Derivaten eingesetzt werden. 

i 

Die erfindungsgemafien LOXs eriauben erstmaiig das Herstellen neuer Arachidon- 
saure-Derivate in groBem Malistab. Hierzu wird Arachidonsaure als Substrat mit den 
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erfmdungsgemafien LOX unter geeigneten Bedinguhgen inkubiert. Es erfolgt dann 
eine Hydroperoxylierung der Arachidonsaure vorzugsweise an Position 11. 

Besonders bevorzugt ist ein Arachidonsaure^Derivat, das eine Hydroperoxygruppe an 
Position 11 enthait. Das Deiivat kann dann einfach in das Hydroxyderivat Qberfuhrt 
warden. Das so zug§hgliche 11S-HPETE kann zur Herstellung der unten gezeigten 
Alkohole. Aldehyde und DikarbonsSuren verwendet werden. Das Enzym Hydroper- 
oxid-Lyase ist z.B. in Extrakten von Gurkenkeimlingen enthalten. 2E- und 3Z-Nonenal 
und deren Alkohole sind wichtige Aromastoffe von Lebensmittein (z.B. Gurken). - 



*COOH 



Arachidonsaure 



i 



L0XV„,F 



■COOH; 



11S-HPETE 

^ Hydroperoxid-Lyase 



(32)-Nonenol 



(2£)*Nonenol 



+ HOGG — ^ — ^ ^ ^COOH 
p2)«Nonenal (aZ,6Z>-Undecadiendis&ure 



Reduktion 



i 



Isomerlslerung 



(2£)*Nonenal 



HOOC — ^ -COOH 

(2i^62HJndocadiendisfiure 



Ein solches Arachidonsaurederivat war bisher nicht zuganglich, da es an einer LOX 
mit geeigneter Position sspezifitat fehlte. 

Die weiteren Beispiele dienen der Eriauterung der Erfindung. 
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1 . Hersteiien der Mutante V576F 
Materialien: 

Die verwendeten Chemikalien wurden aus den folgenden Quellen bezogen: die Stan- 
dards fur chirale und racemische Hydroxyfettsauren wurden von Chayman Chem 
{Ann Arbor, Mi. USA) bezogen. Methanol, Hexan, 2-Propanol (allesamt HPLC-Grad) 
wurden von Baker(Griesheim. Deutschland) bezogen. Restriktionsenzyme wurden 
von New England BloLabs (Schwalbach. Deutschland) bezogen. 

Gerichtete Mutagenese und Proteinexpression: 

FQr die bakterielle Expression der Wlldtyp-LOX und der LOX-Mutante und fQr die ge- 
richtete Mutagenese wurde das Plasmid petSb (Novagen, Deutschland) verwendet, 
das die cDNA der LOX aus Kartoffelknollen als Insert enthielt (pET-L0X1 ; vgl. Ge- 
erts, A, Feltkamp, D, Rosahl, S (1994) Expression of lipoxygenase in wounded 
tubens of solarium tuberosum L. Plant Physiol. 105: 269-277). Die Mutagenese 
wurde mit Hllfe des QuikChange-Mutagenese-Kits von Stratagene (Heidelberg, 
Deutschland), durchgefQhrt. Oligonukleotide mit den geeiigneten Basenaustauschen 
wurden von MWG-Biotech (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Zur Analyse der Mu- 
tation wurde ein weiterer konservativer Basenaustausch eingefuhrt, um eine nelie 
Restriktionsspaltstelle zu erzeugen. Weiterhin wurde die Mutation sequenziert. und 
mindestens fiinf verschiedene Bakterienklone wurden exprimiert und fur die Untersu- 
Chung der enzymatischen Eigenschaften eingesetzt. Die Expression von pET-LOXI- 
und seiner Mutante wurde gemaB Feussner, L, Bachmann. A., Hohne. M. & Kind!, H. 
(1998) FEBS Lett. 431. 433-436, durchgefQhrt. Zellen aus 1 -Uter-Kulturen wurden in 
5 bis 7 ml Lysispuffer resuspendiert und mit Hilfe einer Ultraschallspitze mit Pulsen 
fQr jeweils 30 Sekunden aufgebrochen. und die Zelltrummer wurden pelletlert. 
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Aktivitatsassay und Probenaufber itung: 

FQr die Produktanalyse wurden 0.9 ml der Zell-Lysate mit 0,9 mM ArachidonsSure 
(Endkonzentration) In 100 mM Tris-Puffer pH 7,5 fflr 30 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Reaktion wurde abgestoppt 6urdh den Zusatz von Natriumborhydrid, 
um die gebjideten Hydroperoxyfettsauren zu den entsprechenden Hydroxyverbtndun- 
gen umzuwandeln. Die Proben wurden auf pH 3 angesSuert, und die Lipide wurden 
extrahiert (vgl. Bligh. E.G. & Dyer. W. J. (1959) Can. J. Biochem. Physiol. 37, 911- 
917). Die untere Chlorofonnphase wurde wiedergewonnen und das L6sungsmittel 
abgedampft. Das verbleibende Lipid wurde mit 0.1 ml Methanol gelost und Aliquots 
wurden der HPLC-Analyse unterzogen. 

Analyse: 

Die HPLC-Analyse wurde mit einem Hewlett Packard 1 100 HPLC System, gekoppelt 
an einen Diodendetektor, durchgefOhrt. Die RP-HPLC der freien Fettsaurederivate 
wurde auf einer Nucleosil C-1B S§ule (Macherey-Nagel. 250 x 4 mm, 5\im Partikel- 
grSlie) mit einem L6sungsmittelsystem aus Methanol/Wasser/Essigsaure (85/15/0.1; 
v/v/v) und einer Flulirate von 1 ml/min durchgefuhrt. Die Absorption bei 234 nm 
(Absorption des konjugierten Diensystems der Hydroxyfettsiuren) und bei 210 nm 
(Polyenfettsauren) wurden entsprechend aufgezeichnet. Die Direktphasen-HPLC 
(SP-HPLC) von Hydroxyfetts§urenisomeren wurde auf einer Zorbax SIL S^ule (HP, 
Waldbronn, Deutschland; 250 x 4,6 mm, 5 pm Partikelgr5Be) mit einem LOsungsmlt- 
telsystem aus n-Hexan/2-Propanol/Essigsaure (100/2/0,1, v/v/v) in einer FluBrate von 
1 ml/min durchgefOhrt. Die Enantlomer-Zusammensetzung der Hydroxyfettsauren 
wurde analysiert mit Hllfe von Chiral-Phasen-HPLC auf einer Chiralcel-OD-Saule 
(Daicel Chem. Industrie, vertrieben von Baker Chem., Deventer, Niederlande; 250 x 
4.6 mm, 5pm PartikelgroUe) mit einem Losungsmittelsystem aus Hexan/2- 
Propanol/Essigsaure (100/5/0.1, v/v/v) in einer FluErate von 1 ml/min. (vgl. Feussner. 
I., Balkenhohl, T.J., Porzel, A., Kuhn, H.& Wasternack, C. (1997) J. Biol. Chem. 272, 
21635-21641). 
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2. Herstellen der LOX-V576F-Mutant : 

Die fur die Herstetlung dieser Mutante verwendeten Reagenzieri und Verfahren waren 
im wesentlldien wie bereits oben beschrieben. Im folgenden werden einige Abwand- 
lungen der q. g. Verfahren, die spezieil an die Herstellung derV576F Mutante ange- 
paQA waren, eriSutert. 

Gerichtete Mutagenese und Proteinexpression: 

Die Ausgangs-cDNA und der Mutagenesekit waren wie oben beschrieben. Zur Analy- 
se der Mutation wurden weitere kohservative Basenaustausdie durchgefOhrt, urn 
eine neue Restriktionsspaltstelle fur BstBI zu erzeugen. FOr die Herstellung der Mu- 
tation V576F wurden die folgenden Primer venvendet: GCT GGT GGG GTT CTT 
GAG AGT ACA TTC TTT CCT TCG AAA TTT GCC ATG GAA ATG TCA GCT G 
(kodlerender Strang) und CAG CGT ACA TTT CCA TGG CAA ATT TCG A^G 
GAA AQA ATG TAC TCT CAA GAA CCC CAC CAG C (komplement§rer Strang). 
Weiterhin wurde die Mutante sequenziert und 5 verschiedene Bakterienkolonlen wur- 
den exprenriiert und fiir die enzynnatischen Untersuchungen venvendet. Die Expressi- 
on von pET-LOX1 wurde wie zuvor beschrieben durdigefOhrt. Auch die weitere Auf- 
bereitung erfolgte wie bereits oben angegeben. Auch die Analyse des erzeugten Fett- 
saurederivats (das eine Hydroperoxygruppe in 1 1 Position enthalt), erfolgte wie oben 
angegeben. Das Ergebnis der SP-HPLC Analyse der Umsetzung von Arachidonsaure 
mit V576F ist in Figur 2 gezeigt. Die folgende Tabelle 2 zelgt einen Vergleich der 
Spezifitat des Wildtyps (wtLOX) mit der Mutante (LOXVgyeF). 
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Verwendete AbkQrzungen sind: 



CP-HPLC fur 

RP-HPLC fQr 

SP-HPLC fiir 

HPETE fur 

LOX fur 

HETE for 



chirale Phase HPLC; 
Umkehrphasen HPLC; 
Direktphasen HPLC; 
Hydroperoxyarachidonsaure; 
Lipoxygenase; 
Hydroxyarachidons^ure 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zum Erhbhen der SpezifitSt einer pflanzlichen Lipoxygenase fQr Posi- 
tion 1 1 von Arachidonsaure, unnfassend den Schritt 

- Austauschen mindestens einer AminosSure in einer Wildtyp-Lipoxygenase. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dad der bzw. die Ami- 
nosaureaustausch(e) im Bereich der Aminosaureposition 570 bis 581 der Li- 
poxygenase aus Kartoffelknollen oder einer korrespondierenden Position in ei- 
ner Lipoxygenase aus einer anderen Pflanzenart erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dad der Austausch an 
Position 576 der Lipoxygenase aus Kartoffelknollen oder einer korrespondieren- 
den Position in einer Lipoxygenase aus einer anderen Pflanze erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft der Austausch an 
Position 576 zum Voriiegen eines Phe-Restes in der Mutante fuhrt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dall der 
Aminos3ureaustausch durch gerichtete Mutagenese herbeigefuhrt wird. 

6. Lipoxygenase, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem der Anspruche 1-5. 

7. Nukieins§ure, die fur eine Lipoxygenase nach Anspruch 6 kodiert. 

8. Vektor. enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 7. 

9. Zelle, enthaltend eine Nukleinsaure nach Anspruch 7 und/oder einen Vektor 
nach Anspruch 8. 

10. Pflanze oder Pflanzenteil. umfassend eine Wirtszelle nach Anspruch 9. 
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11. Verfahren zum Herstellen von 1 1-Perhydroxy-Arachidonsaure bzw. dem redu- 
zierten 11-Hydroxyderivat, umfassend den Schritt 

- Umsetzen von Arachidonsaure mit einer Lipoxygenase nach Anspmch 6 und 
gegebenenfalls Reduzieren der erhaltenen Perhydroxyverbindung zur 
Hydroxyverbindung. 

12. Verwendung einer Lipoxygenase nach Anspmch 6 zum Herstellen von 1 1- 
Perhydroxy-Arachidonsaure und/oder 11-Hydroxy-Arachidonsaure. 

13. Arachidonsaurederivat, enthaltend eine Hydroperoxygruppe Oder eine Hydroxy- 
gruppe an Position 1 1 . 
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Primerl: GCT GGT GGG 6TT CTT GAG AGT ACA TTC TTT CCT TCG AAA TTT GCC 
ATG GAA ATG TCA GCT G 

Primer2: CAG CGT ACA TTT CCA TGG CAA ATT TCG AAG GAA AGA ATG TAC TCT 
CAA GAA CCC CAC CAG C 



Fig. 3 
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SEQUEN2PR0TOK0LL 

<110> Institut fUr Pflanzenbiochemie 

<120> 11-Arachidonat-Lipoxygenase-Mutante 

<130> P30743 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 61 
<212> DNA 

<213> Kanstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: primer 
<400> 1 

gctggtgggg ttcttgagag tacattcttt ccttcgaaat ttgccatgga aatgtcagct 60 
g 61 

<210> 2 
<211> 61 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktlnstlichen Sequenz: primer 
<400> 2 

cagcgtacat ttccatggca aattt:cgaag gaaagaatgt actctcaaga accccaccag 60 
c 61 



